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摘要 : 几 丁 质 不 仅 是 昆虫 的 表皮 和 转 食 膜 的 主要 成 分 , 也 是 一 个 非常 关键 的 害虫 控制 靶 标 ， 主 要 通过 几 丁 质 合 成 酶 
(chitin synthase, CHS) 基因 合成 。 本 文 在 元 隆 甜 菜 夜 蛾 Spodoptera exigua. 的 两 个 几 丁 质 合 成 酶 基因 (SeCHSA 和 
SeCHSB) cDNA 和 基因 组 序列 的 基础 上 ,从 基因 的 5 末端 设计 特异 性 引物 和 构建 特定 的 基因 组 文库 , 采用 PCR 的 方 
法 获得 了 5 " 端 侧 经 序列 。 通 过 5 RACE 的 方法 确定 SeCHSA 和 SeCHSB 基因 的 转录 起 始 位 点 后 , 获 到 了 启动 子 序列 。 
这 为 研究 昆 贝 几 丁 质 合 成 和 转录 调控 葛 定 了 基础 。 
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Abstract: Chitin, synthesized by chitin synthase ( CHS) , is not only the essential component for epidermis 
and peritrophic membrane of the midgut in insects, but also a very pivotal target for insect pest control. 
Based on the cDNA sequences and genomic sequences of the two CHS genes in Spodoptera exigua, the 5' 
flanking sequences were cloned using specific primers. Promoter sequences of SeCHSA and SeCHSB were 


obtained after initiation sites of transcriptional regulation were verified by means of 5' RACE. These results 
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are important for the research of chitin synthesis and transcriptional regulation in insects. 
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JL T Bi, N- 乙 酰基 -B-D- 葡 萄 糖 胺 聚合 物 ， 为 昆 
虫 表皮 和 围 食 膜 的 主要 组 份 (Tellam et al., 2000) 。 
昆虫 的 表皮 (也 称 为 外 骨骼 ) 也 由 于 几 丁 质 和 褒 化 
蛋白 的 存在 而 呈 刚 性 结构 , 对 昆虫 的 发 育 有 着 至 关 
重要 的 作用 。 在 生长 发 育 过 程 中 , ERAT, 
周期 性 的 更 换 表 皮 ， 以 适应 新 的 忠 态 。 赔 皮 发 生 
时 , 新 的 并 没有 硬化 的 表皮 藏 在 旧 表 皮 的 下 面 ,， 当 
HKR, 慢 慢 展开 形成 新 的 表 育 。 昆 虫 的 
生长 发 育 和 形态 形成 决定 于 几 丁 质 结构 的 可 塑性 。 
因此 , 昆虫 以 一 定 的 规律 不 断 地 合成 和 降解 几 丁 
质 ， 以 确保 旷 皮 的 完成 和 围 食 腊 的 再 生 。 

几 丁 质 的 合成 是 一 个 高 度 复 杂 、 多 方面 联系 的 
系列 生理 和 生化 过 程 , 但 是 它 不 存在 于 植物 和 痊 椎 
动物 中 (Andersen, 1979) , Candy 和 Kilby (1962) 


首次 提出 了 昆虫 体内 几 了 丁 质 的 生物 合成 通路 ,， 始 于 
海江 糖 , 终止 于 几 丁 质 ， 其 中 共有 8 个 酶 参与 。 
Tellam € ( 2000) 首先 从 铜绿 丽 量 Lucilia cuprina 中 
克隆 获得 几 丁 质 合 成 酶 基因 。 而 后 ,， 儿 丁 质 合成 酶 
基因 相继 在 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae, 埃及 仇 
P Aedes aegypti ( Ibrahim et al., 2000) , A R bhg 
Drosophila melanogaster( Gagou et al., 2002) , fH H 
的 草地 贪 夜 峨 Spodoptera frugiperda ( Hogenkamp et 
al., 2005) , fH S£ ll Spodoptera exigua ( Chen et al., 
2007 ; Kumar et al., 2008 ) 和 烟草 天 蛾 Manduca sexta 
(Zhu et al., 2002; Hogenkamp et al., 2005) VI R $H 
XH HRW X Tribolium castaneum( Arakane et al., 
2004 ) 等 昆虫 中 被 克隆 和 人 研究。 

已 知 的 几 丁 质 合成 酶 基因 的 研究 结 采 表明 , Bh 
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虫 中 含有 2 个 几 丁 质 合成 酶 基因 一 一 几 丁 质 合 成 酶 
基因 A(CHSA) 和 基因 B(CHSB), 前 者 主要 负责 表 
皮 和 气管 几 丁 质 的 合成 , 而 后 者 则 负责 中 肠 围 食 膜 
的 形成 。 中 山大 学 昆虫 学 研究 所 利用 RNAi 技术 研 
2E T RHSETERRUL T i BEAD SeCHSA 的 功能 ， 
发 现 SeCHS4 沉默 后 , 昆虫 的 生长 发 育 受 到 抑制 ， 
表现 在 发 育 畸 形 、 化 晴 延 迟 、 表 皮 的 几 丁 质 层 不 能 
正常 形成 (Chen et al., 2008) 。 

局 动 子 (promoter) 是 基因 转录 调控 的 核心 区 
域 , 位 于 基因 5 ' 侧 既 端 上 洲 外 侧 紧 换 转 录 起 始 位 点 
的 一 段 非 编码 的 核 苷 酸 序列 ， 其 功能 是 引导 RNA 
聚合 酶 和 转录 因子 同 基因 的 正确 部 位 结合 ,局 动 和 
Jd XE D Bde yas (Jp, 1998)。 动 物 在 生长 
发 育 过 程 中 , 感受 内 、 外 环境 或 其 他 的 生理 变化 ， 
要 通过 对 基因 的 精确 调控 来 产生 相应 的 反应 。 这 表 
现 为 通过 一 系列 传递 激发 转录 因子 与 顺 式 作 用 元 件 
激活 后 , 激活 RNA 聚合 酶 开 转 录 复 合 物 , 从 而 启动 
基因 的 转录 表达 , 最 后 通过 基因 产物 的 作用 对 外 界 
言 号 在 生理 生化 等 方面 作出 适合 的 调节 反应 。 众 所 
周知 ， 儿 丁 质 合成 酶 基因 对 于 昆虫 的 生长 发 育 至 关 
重要 , 但 是 目前 多 是 mRNA 和 和 曙 日 水 平 表达 及 功能 
的 研究 , 对 基因 的 转录 调控 却 研究 很 少 。 为 了 从 转 
录 水 平 上 研究 昆虫 几 丁 质 的 合成 , 本 人 研究 克隆 了 甜 
菜 夜 蛾 两 个 几 丁 质 合成 酶 基因 的 5' 端 侧翼 序列 ,并 
采用 5'RACE 的 方法 确定 了 基因 的 转录 起 始 位 点， 
从 而 获 到 了 启动 子 的 核心 序列 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

甜菜 夜 蛾 为 实验 室内 采用 人 工 饲料 饲养 。 取 刚 
化 晴 的 甜 荣 夜 蛾 20 头 迅速 放 人 液 扼 中 处 理 5 min, 
然后 放 入 - 80 冰箱 保存 直至 使 用 。 
1.2 基因 组 DNA 提取 

M - 80*C t 20 3E: HE SE TCR CALOR BR VS BS 
研 钵 中 , LAG EUDUGSCÉERUDRS BUIBUEL, FRA 
发 后 , 将 组 织 粉 末 加 入 到 含 抽 提 缓冲 液 (10 mmol/L 
Tris-Cl; 100 mmol/L EDTA; 20 ug/mL RNaseA; 
0.596 SDS) HJ 50 mL 离心 管 中 , RRE, FEH 
织 粉末 完全 浸入 到 抽 提 液 中 。 放 入 37 世 水 浴 中 保 
温 1h 后 , MAEHE K 至 终 浓度 100 pg/mL, 用 
玻璃 棒 温 和 地 搅拌 粘 稠 的 浴 液 使 其 均匀 分 布 。 再 放 
入 50 水浴 中 保温 3 h, 并 不 断 地 轻 播 溶 液 。 然 后 ， 
放 在 室温 冷却 , 加 入 等 体积 的 0.5 mol/L 的 Tris-Cl 


(pH 8.0) 饱 和 酚 , 缓慢 地 上 下 颠倒 离心 管 10 min, 
使 两 相 混 勺 。 用 直径 较 粗 的 吸管 (0.3 cm) 或 1 mL 
的 枪 涉 转移 水 相 到 为 一 新 的 50 mL 离心 管 中 , 重复 
用 酌 抽 提 一 次 。 再 转移 上 清 到 新 的 50 mL 离心 管 
中 , 取 5 pL jH O. 3% 的 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 确定 
基因 组 DNA 完整 后 , 在 上 清 中 加 入 1/5 体积 总 
10 m LMR EZ, 并 加 入 2 倍 体积 的 乙醇 ,缓慢 
旋转 离心 管 使 溶液 充分 混 匀 , 沉淀 DNA。 室 温 下 
5 000 g 离 心 5 min, 收集 沉淀 ,再 用 7096 的 乙醇 洗 
PRIX, 室温 下 5 000 g 再 离心 5 min, Zi T, 
让 乙醇 挥发 完全 。 加 入 1 mL NRK DNA 样 
im, 并 测定 DNA 的 浓度 和 纯度 。 
1.3 甜菜 夜 蛾 基因 组 文库 的 构建 及 验证 

采用 Clontech 的 GenomeWalker'" Universal Kit 
构建 甜菜 夜 蛾 基因 组 文库 。 主 要 方法 是 先 采 用 
Dra | , EcoRV, Pvu 了 和 Stu I 4:93 EU] 5 ug 的 甜 
菜 夜 峨 基因 组 DNA, 同时 用 Pou 工 酶 切 试剂 盒 中 的 
人 类 基因 组 DNA, 37 人 水 浴 酶 切 过 夜 ; 酶 切 后 进行 
纯化 和 电泳 检测 。 然 后 将 酶 切 完 全 后 的 小 片段 
DNA 与 GenomeWalker™ Adaptors 16% 连接 过 夜 
(16 h), 再 放 入 70 人 水 浴 中 5 min, 使 连接 酶 失 活 ， 
-80%C 冰 箱 永久 保存 。 

以 试剂 盒 中 的 人 类 基因 组 DNA. 文库 和 本 次 构 
建 的 文库 分 别 作 为 模板 , PCR 一 次 和 二 次 扩 增 , 电 
泳 检 测 。 
1.4 甜菜 夜 蛾 几 丁 质 合 成 酶 基因 A FB (SeCHSA 
和 SeCHSB ) 启动 子 序列 克隆 的 策略 

利用 cDNA 序列 获得 启动 子 序列 的 方法 通常 有 
两 种 。 传 统 的 方法 是 构建 哈 菌 体 的 基因 组 文库 , 利 
用 已 知 的 cDNA 序列 作为 探 针 , 并 采用 同位 素 标 记 
IRET AIRA EAS e HERE, 再 测序 获得 基因 的 
基因 组 全 长 和 局 动 子 序列 。 我 们 采用 这 种 方法 的 改 
进 版 ， 采 用 Clontech 的 GenomeWalker'" Universal 
Kit 构建 甜菜 夜 蛾 基因 组 文库 , 再 从 cDNA 序列 的 
5 "器 设 计 特 异性 引物 往 启 动 子 序列 方 同 扩 增 , 从 而 
获得 其 序列 (图 1)。 








图 1 局 动 子 克 隆 方法 


Fig. 1 A method to clone a promoter sequence 


1.5 SeCHSA 31 SeCHSB 特异 性 引物 的 设计 
根据 已 经 获得 的 SeCHSA ( DQ062153 ) 和 
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SeCHSB ( DQ912929) cDNA 序列 的 和 端 非 翻 译 区 序 
列 , 分 别 设 计 反 回 特 异性 引物 ( 表 1) ,由 上 海 英 骏 
公司 合成 。 
表 1  SeCHSA 和 SeCHSB 启动 子 扩 增 引物 
Table 1 PCR primers used in the amplification of 


SeCHSA and SeCHSB promoters 


名 称 序列 
Primer name Sequence (一 53 ) 


SeCHSA-P1 GGA GAT AAG CGT TGT TGT AAT CCG TGT 
SeCHSA-P2 CAC TTC ACA ATG TAA CGA GGA GTG CAC 
SeCHSA-P3 ATG GTT TGC GCG TGC GTT CGG TCG GTA 
SeCHSB-P1 GGA GTT AAC TCC GAA TCC TCA TCG CTC 
SeCHSB-P2 CCT CAT CTA GAG CCC TAA ATC CAG GAG 
SeCHSB-P3 GGT TTC GCC ATT CGA GAT ATT TCT TAA TGC 
AP1 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 

AP2 ACT ATA GGG CAC GCG TGG T 


AP1 和 AP2 为 GenomeWalker™ Universal Kit 中 的 通用 引物 ; SeCHSA-PI 
和 SeCHSA-P2 用 于 和 集 式 PCR 扩 增 SeCHSA 启动 子 ; SeCHSA-P3 HTH 
落 PCR 中 的 梨 式 验证 。SeCHSB-P1，SeCHSB-P2 和 SeCHSB-P3 的 作用 
同上 。AP1 and AP2 are the universal primers of CenomeWalkerIM Universal 
Kit; SeCHSA-P1 and SeCHSA-P2 are used to clone SeCHSA promoter by 
means of Nest-PCR; SeCHSA-P3 is used to verify colony in Nest PCR 
amplification. The functions of primers SeCHSB-Pl, SeCHSB-P2 and 
SeCHSB-P3 for SeCHSB are the same as above. 


1.6 SeCHSA 5' 端 序列 的 克隆 
采用 SeCHSA 的 特异 性 引物 与 Adaptor Primer 1 
( AP1) 和 Nested Adaptor Primer 2 ( AP2) 进行 旧式 
PCR, RRRA EH 4 AREARE AH DNA 
文库 , RRRA ER E AEA] pMD18-T 载体 上 ， 
连接 转化 , 送 往 上 海 英 骏 公 司 测序 。 
1.7 SeCHSA 和 SeCHSB 转录 起 始 位 点 的 确定 
表 2 中 的 4 条 引物 从 CHS 基因 mRNA 的 5^ gg 
设计 , 目的 是 为 了 确定 5 RACE 的 转录 起 始 位 点 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 基因 组 DNA 抽 提 与 酶 切 

基因 组 DNA 采用 RNase MERAN K 消化 , 酚 、 
SV dde, 乙 醉 沉淀 回收 基因 组 DNA, 电泳 检测 如 
图 2。 结果 表明 , 抽 提 的 基因 组 DNA 分 子 都 在 
23 kb 以 上 , 可 以 用 于 基因 组 DNA 文库 的 构建 。 

图 3 的 结果 是 甜菜 夜 蛾 和 人 类 基因 组 DNA 分 
别 经 Dra I , EcoR V, Pou IL fü Stu. 工 酶 切 纯化 后 
的 电泳 结果 。 结 果 显 示 , 基因组 DNA Sé 4 BS UJ 
纯化 后 ,出现 弥散 的 条 带 ,片段 大 小 集中 在 0.5 ~ 


表 2 SeCHSA 和 SeCHSB 5'RACE 扩 增 引物 
Table 2 PCR primers of SeCHSA and SeCHSB 5'RACE 


名 称 序列 


Primer name Sequence (5'—3") 


SeCHSASR-A CGG AAC ACG TCC CAT CCT TTC G 
SeCHSASR-B CAG TAT GTT GTG GAG ATA AGC 
SeCHSB5R-A TGG ACA CAA CCG CAG AAC CG 
SeCHSB5 R-B ACG CCC CAA CTT TGA GGA TC 


SeCHSASR-A 和 SeCHSBSR-A 分 别 是 SeCHSA 和 SeCHSB 基因 的 和 
RACE 一 次 扩 增 引物 ，SeCHSASR-B 和 SeCHSBSR-B 分 别 是 SeCHSA 
和 SeCHSB 基因 的 5'RACE 二 次 扩 增 引物 。Primers SeCHSASR-A and 
SeCHSBSR-A are used in the first PCR amplification for SeCHSA and 
SeCHSB , respectively. Primers SeCHSA5 R-B and SeCHSBS5 R-B are used 
in the second PCR amplification for SeCHSA and SeCHSB , respectively. 


15 kb 之 间 , 可 以 很 好 地 用 于 基因 组 DNA 文库 的 构建 。 
构建 好 后 的 文库 分 别 标记 为 DLL, DI2, DI3, DIA, 对 
应 相应 的 内 切 酶 Dra I, EcoR V, Pvu II 和 Stu I, 


M 1 2 3 4 





图 2 ”甜菜 夜 蛾 基因 组 DNA 抽 提 结果 
Fig. 2 The genomic DNA of Spodoptera exigua 
1-4: 每 次 酚 、 氧 仿 抽 提 和 纯化 后 电泳 的 结果 The results of electrophoresis 
of the isolated and purified DNA; M; DNA 分 子 量 标准 物 (A-Hind MY 
消化 )DNA molecular weight marker ( A-Hind II digested). 
M 1 2 3 4 5 


2.3 — 


0.5 


图 3 MARRARA DNA 酶 切 检 测 


Fig. 3 Digestion and detection for genomic DNA of 





Spodoptera exigua and human 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight marker; 1-4: 分 别 表 示 
甜菜 夜 蛾 基因 组 DNA Hj Dra 工 , EcoR V, Peu IL fH Stu 工 酶 切 的 结果 
Spodoptera exigua genomic DNA digested by Dra I , EcoR V, Pvu Il 
and Stu | , respectively; 5; 人 类 的 基因 组 DNA 采用 Peu II ESZJ BJ 4s 
果 Human genomic DNA digested with Pru Il . 
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2.2 甜菜 夜 蛾 基因 组 DNA 文库 质量 检测 

利用 试剂 盒 中 的 人 类 基因 组 DNA. 文库 作为 阳 
性 对 照 , 来 检测 本 文 构建 的 文库 质量 。 采 用 
Adaptor Primer 1, Nested Adaptor Primer 2 和 人 类 特 
异性 的 基因 引物 Positive Control tPA Primer ( PCPI ) 
Ej Positive Control tPA Nested Primer ( PCP2) PCR 扩 
增 。 结 果 显 示 本 文 构建 的 人 类 基因 组 DNA 文库 与 
试剂 盒 中 所 配置 的 文库 一 样 ， 都 能 扩 增 出 一 条 
1.5 kb 的 目的 条 人 带 ( 图 4) ,结果 表明 本 文 构建 的 甜 
KAIR AEA H DNA 文库 成 功 , 可 以 用 于 后 面 的 不 
同 基 因 的 启动 子 序 列 克隆 及 基因 的 基因 组 全 长 
克隆 。 





图 4 甜菜 夜 蛾 和 人 类 基因 组 DNA 文库 质量 验证 
Fig. 4 The quality verification on genomic DNA libraries 
of Spodoptera exigua and human 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight marker; 1, 2: 分 别 是 试 
剂 盒 所 带 的 人 类 基因 组 DNA. 文库 与 本 文 构 建 的 文库 作为 PCR BUS 
板 扩 增 出 的 特异 条 带 The results of PCR amplification from two different 
human genomic libraries; C: 用 灭 菌 水 作为 模板 的 PCR 扩 增 结果 The 


results of PCR amplification using sterilized water as the template. 


2.3 SeCHSA 和 SeCHSB 基因 启动 子 序列 的 获得 
甜 荣 夜 蛾 CHSA 和 CHSB 基因 启动 子 序列 的 克 
隆 方法 如 图 1。 先 用 设计 好 的 引物 SeCHSA-P1/ 
SeCHSB-P1 和 Adaptor Primer 1, 利用 构建 好 的 DLI 
- DIA 作为 模板 进行 PCR $34, CHS 基因 局 动 子 一 
次 PCR 电泳 的 结果 如 图 5。 利用 一 次 PCR 的 产物 稀 
释 50 倍 作为 模板 , SeCHSA-P2/SeCHSB-P2 和 Nested 
Adaptor Primer 2 进行 二 次 梨 式 PCR 扩 增 的 结果 如 图 
6。 结 果 表明 : SeCHSA 启动 子 扩 增 中 , 只 有 以 DLL TE 


为 模板 时 扩 增 出 一 条 约 700 bp Hsen; SeCHSB 局 动 


子 扩 增 中 , 以 DL2 和 DL3 作为 模板 时 分 别 扩 增 出 约 
500 bp 和 600 bp 的 条 市 。 将 这 3 条 可 能 的 目的 条 种 
回收 后 , 分 别 将 其 连接 到 pMD18-T 载体 (大 连 宝 生物 
公司 ), 采用 DH5a 感受 态 细胞 转化 后 , 挑 斑 采用 
SeCHSA-P3/SeCHSB-P3 和 Nested Adaptor Primer 2 进 
ITAYA PCR 验证 , 选择 阳性 克隆 送 往 上 海 英 骏 公 司 
测序 。 测 序 结果 显示 这 3 条 吾 都 是 正确 的 启动 子 序 
列 。 如 果 和 需要 获得 更 长 的 启动 子 序列 , 可 以 根据 已 
经 获得 序列 重新 设计 引物 , 再 采用 DL - DUA 作为 模 
板 继续 扩 增 更 长 的 启动 子 序列 。 


Cl C2 1 2 3 4 M 5 6 7 8 





图 5 SeCHSA 和 SeCHSB 启动 子 的 一 次 PCR 结果 
Fig. 5 The first PCR amplification of SeCHSA 
and SeCHSB promoters 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight marker; C1, C2: 分 别 


为 SeCHSA 和 SeCHSB 基因 启动 子 扩 增 的 阴性 对 照 The PCR 
amplification of negative controls of SeCHSA and SeCHSB promoters, 


respectively; 1-4: SeCHSA 启动 子 一 次 PCR 扩 增 的 结果 The first PCR 
amplification results of SeCHSA: 5-8: SeCHSB 启动 子 一 次 PCR 扩 增 
的 结果 The first PCR amplification results of SeCHSB promoters. 


kb 
3.5 —> 


2.0 —* 
1.0 —> 


0.5 — 





图 6  SeCHSA 和 SeCHSB 启动 子 的 二 次 PCR 238 
Fig. 6 The second PCR amplification of 
SeCHSA and SeCHSB promoters 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight marker; 1-4: SeCHSA 
局 动 子 二 次 PCR 扩 增 的 结果 The second PCR amplification results of 
SeCHSA promoter; 5-8; SeCHSB 启动 子 二 次 PCR 扩 增 的 结果 The 


second PCR amplification results of SeCHSB promoter. 
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2.4 SeCHSA 和 SeCHAB 基因 转录 起 始 位 点 的 确定 
转录 起 始 位 点 的 确定 通常 有 两 种 方法 : Primer 
Extension 和 5’'RACE。 本 文采 用 5'RACE 的 方法 来 确 
«E. SeCHSA 和 SeCHAB 基因 的 转录 起 始 位 点 。 分 别 在 
靠近 基因 的 5' 端 设计 两 条 特异 性 引物 ， 用 甜菜 夜 蛾 
的 5'RACE 文库 作为 模板 , 通用 引物 为 试剂 盒 所 市 的 
UPM 和 NUP, SeCHSA 基因 的 SRACE 的 一 次 PCR 
中 , 有 一 条 约 400 bp 的 条 带 , 二 次 PCR 检测 出 约 
200 bp 的 条 带 ; SeCHSB 基因 的 5'RACE 的 二 次 PCR 
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中 有 600 bp 左右 的 条 带 。 将 这 些 条 市 回收 , 连接 转 
化 测序 , 各 测 5 个 阳性 斑 , 并 从 测序 结果 选择 最 长 的 
基因 5' 非 翻译 区 ( UTR ) 序 列 ， 去 挥 接头 的 序列 , 第 1 
个 核 车 酸 就 是 基因 的 转录 起 始 密 码 子 。 由 此 获得 了 
SeCHSA 和 SeCHSB 基因 的 转录 起 始 位 扣 分 别 位 于 起 
和 密码 于 ATG 前 160 bp 和 161 bp 处 , 如 图 7 和 图 8。 
将 获得 的 局 动 子 与 基因 的 cDNA 比 对 , 发 现 SeCHSB 
的 起 始 密 码 子 ATG 前 13 个 核 背 酸 前 还 存在 工 个 长 
183 bp 的 内 含 子 (图 8)。 


AGTGAGCGCGCG GCCTAC CGACCGAACGCACGCGCAAACCATGCGCAGCGACGCTGTCCCGCGAGTGCACTCCTC 


GTTACATTGTGAAGTGATATACAGTATAAACACGGATTACAACAACGCTTATCTCCACAACATACTG AACTAATATT 


AATIAAAAATGGCGACGTCAGGAGGGAAACGGCGGGAAGAGGGCAGCGATAACTCCGATGATGAGCTTACACCGC 


TCGCTAACGATATTTATGGCGGAAGCCAAAGGACAGTACAAGAAACGAAAGGATGGGACGTGTTCCG 
图 7 SeCHSA 5'RACE 结果 
Fig. 7 The result of SeCHSA 5' RACE 
图 中 下 划 线 标记 的 序列 为 SeCHSA 基因 的 5'RACE 的 引物 SeCHSASR-A 和 SeCHSASR-B; 转录 起 始 位 点 A 被 加 粗 和 倾斜 标记 ; 起 始 密码 子 
ATG 被 加 粗 标 记 。The underlined sequences are the primers SeCHSASR-A and SeCHSASR-B, respectively. Transcriptional initiation site A is marked 


in bold and italic type and initiation codon ATG is marked in bold type. 





AAAGTACCTATTICGTAAACAATACAGTTTCCTACCTATCTTGTTACAAAGGTATTTTCATGAAGTTTATATTCTTAAAT 


AGATTTAGGTACTTTTCTGAGGTGGIAGTGAGCATCTGCATAGATAAAAAACATAACAGAAACAGAACAAATAAGAG 





TGGTAAATATTTTITIC 


图 8 SeCHSB S'RACE 结果 
Fig. 8 The result of SeCHSB 5'RACE 
图 中 下 划 线 标记 的 序列 为 SeCHSB 基因 的 5'RACE 引物 SeCHSBSR-A 和 SeCHSBSR-B; 转录 起 始 位 点 A 被 加 粗 和 倾斜 标记 ; 起 始 密码 子 ATG 
被 加 粗 标记 ; 阴影 部 分 为 外 显 子 序列 , 夹 在 中 间 的 序列 为 SeCHSB 基因 的 第 一 内 含 子 。The underlined sequences are the primers SeCHSB5R-A 


and SeCHSBSR-B, respectively. Transcriptional initiation site A is marked in bold and italic type, and the initiation codon ATG is marked in bold type. 


The shaded sequences are two exons of SeCHSB gene. The sequence between two exons is the first intron of SeCHSB gene. 


3 讨论 


3.1 昆虫 基因 组 DNA 的 抽 提 和 文库 的 构建 

不 同 的 基因 组 抽 提 方法 获得 的 DNA 质量 和 大 
小 均 有 所 区 别 ( 林 万 华 等 , 2006 ; 周志 湘 每, 2007; 
Rodríguez-Pérez and Beckage，2008 ) 。 根 据 不 同 的 
实验 要 求 ， 对 基因 组 DNA 质量 的 要 求 也 不 一 样 
( McCarthy and Romanowski, 2008) 。 基 因 组 文库 的 
构建 对 基因 组 DNA. 的 要 求 最 高 , 首先 在 DNA 的 大 
小 上 ,要 求 至 少 大 于 60 kb, 目的 是 保证 基因 组 


DNA 的 完整 性 ; 其 次 是 基因 组 DNA 的 质量 , 主要 
从 纯度 和 浓度 来 衡量 , 纯度 越 高 有 利于 内 切 酶 的 切 
制 效率 , 浓度 高 能 减少 酶 切 的 体积 ( Chomezynski. et 
al., 1997) , 

传统 的 基因 组 文库 是 采用 哈 菌 体 作为 寄主 , 将 
基因 组 DNA 酶 切 成 10 ~20 kb B9 Fr Ez, 连接 到 特定 
的 载体 中 , FERREA, 而 通过 寄主 哈 菌 体 的 
繁殖 就 可 以 将 特定 物种 的 基因 组 DNA. 序列 保存 在 
RAAF, 并 且 可 以 根据 需要 大 量 扩 增 。 因 此 , 这 
种 文库 才 是 真正 意义 上 的 文库 ,基本 能 够 永久 保存 
特定 物种 的 基因 组 序列 (Zhang et al., 2007) 。 采 用 
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Clontech 的 GenomeWalker ”Universal Kit 构建 的 文 
库 仅 在 DNA 片段 的 两 端 加 上 一 个 接头 ,从 而 获得 
特定 基因 的 未 知 序列 , 不 是 真正 意义 上 的 基因 组 文 
JÆ ( GenomeWalker™ Clontech), {E 

这 种 文库 非常 方便 ,也 能 满足 获得 目的 基因 的 
启动 子 序列 和 基因 组 序列 的 基本 要 求 。 
3.2 基因 转录 起 始 位 点 的 确定 

基因 的 启动 子 属于 基因 组 序列 的 一 部 分 , 准确 
地 说 这 上 段 序列 位 于 基因 的 转录 起 始 位 点 之 前 。 获 得 
特定 基因 启动 子 的 前 提 ， 必须 先 获得 日 的 基因 的 
cDNA 序列 。 可 通过 构建 基因 组 文库 , 标记 探 针 灯 
交 文 库 , 测序 来 获得 目的 基因 的 基因 组 序列 (包括 
局 动 子 序列 ), 再 通过 与 cDNA 序列 的 比 对 就 能 确 
定 启 动 子 序列 。 

转录 起 始 位 点 ,就 是 基因 转录 开始 的 位 点 ， 
般 定 义 为 mRNA 序列 的 5 最 末端 的 一 个 核 苷 酸 。 
在 这 个 核 苷 酸 的 3 mp SL Xx dé A BJ a8 He Pl 
( Kutach and Kadonaga, 2000 ) 。 一 般 的 基因 通常 只 
有 一 个 转录 起 始 位 点 , 但 是 某 些 基因 也 含有 多 个 转 
录 起 始 位 点 。 鉴 定 转录 起 始 位 点 对 研究 局 动 子 的 活 
性 及 分 析 基 因 的 转录 调控 是 非常 重要 的 。 转 录 起 始 
位 点 的 确定 方法 主要 为 引物 延伸 法 (Ghosh et al., 
1978) 和 S1 核酸 酶 法 (Berk and Sharp, 1977), 后 来 
又 产生 了 两 种 间接 的 方法 : RNase 保护 (Melton et 

l., 1984) fil RACE 法 (Frohman et al., 1988) 。 与 其 

他 几 种 方法 相 比 ，RACE 方法 是 唯一 依赖 于 PCR dx 
术 的 方法 , 并 且 灵 敏 度 非常 高 ， 目 前 利用 该 方法 通 
过 与 基因 组 序列 比 对 来 鉴定 转录 起 始 位 点 已 被 众多 
的 专家 所 接受 (Cho et al.，2004)。 本 文采 用 5 
RACE 法 确定 了 SeCHSA 和 和 SeCHSB 基因 的 转录 起 
始 位 点 和 启动 子 序列 ， 是 一 种 非常 简单 和 便捷 的 
方法 。 


Universal Kit, 
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